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La prescntc invention est relative a un procede cle detection en 
continu cn phase heterogene d'un analyte, au reactif trifonctionnel de detection mis en 
reuvre au cours de ce procede, a son utilisation pour la detection d'un analyte, ainsi 
qu'au dispositif de detection d'un analyte correspondant. 
^ [1 existe a Fheure actuelle de nombreuses techniques permettant la 

detection d'analytes, et en particulier de molecules dans des conditions de laboratoire. 
Cependant de plus en plus frequemment, pour des raisons de sante et de securite 
notamment, il est necessaire de detecter rapidement la presence de composes qui sont 
soit des composes d'interet (toxines, toxiques chimiques, hormones,...), soit de 
0 produits derives ou associes avec des molecules d'interet, soit de marqueurs d'un 
evenement ou d'une activite particuliere (pesticides, metaux lourds, hormones. . .). 

Ces molecules peuvent etre presentes dans des milieux tres divers 
tels que I'eau, Fair, la terre, des echantillons biologiques ou bien encore dans des-. 
aliments. 

^ Pour une protection et/ou surveillance optimale, la detection de ces i 

molecules doit etre effectuee en temps reel et en continu. On entend par dosage en f 
continu un dosage permettant de suivre en permanence la presence ou les f 
modi fications de concentration d'une molecule d'interet dans un milieu. 

Parmi les nombreuses techniques utilisees a ce jour pour detecter ces 
0 composes (analytes), un grand nombre utilise la particularite de certaines substances a " 
se lier specifiquement a ces analytes pour former des complexes. Ces substances que 
Ton appellera "recepteur", peuvent etre de nature tres diverse : biologique (anticorps 
sous forme entiere, fragmentaire ou recombinante (Fab', Fab, scFv), recepteurs, acides 
polvnucleiques (ADN ou ARM), acides peptidonucleiques. lectines, proteines 
transporteuses) ou chimique (chelates, recepteurs synthetiques). Parmi ces substances, 
I'anticorps presente la plus large utilisation. 

De telles methodes de detection necessitent un marquage afin de 
quantifier ou detecter. par un signal, les complexes formes apres reaction entre 
I'analyte a detecter et le recepteur. Ce marquage pent etre porte soit par le recepteur 
soil par une substance (B) correspondant a I'analyte ou a un analogue ou a un fragment 
lie I'analyte ; cette molecule marquee etant souvent appelee traceur. 
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Suivant que la technique necessite ou non la separation des 
complexes Formes des substances libres, on distingue deux grands types de detection 
dils cn phase homogene ou en phase heterogene. 

Les dosages en phase homogene sont realises dans un meme milieu, 
lis sont utilises lorsque la formation du complexe modi fie le signal porte par le 
recepteur ou la molecule (B) : la formation du complexe peut alors etre suivie 
directement en mesurant le signal. Ces dosages ne necessitant pas d'etape de 
separation permettent une automatisation plus aisee. 

Les dosages en phase heterogene font intervenir, apres reaction entre 
ranalyte et le recepteur, une etape de separation du traceur non complexe de celui 
engage dans les complexes. Cette separation est souvent realisee en employant deux 
milieux ou phases : par exemple une phase solide et une phase liquide. 

A partir de ces principes de base, de nombreuses methodes de 
dosages ont ete decrites, differant notamment selon la nature du marquage utilise qui 
peut par exemple etre enzymatique, radioactif ou luminescent (Grassi J. et al, 
Handbook of Experimental Pharmacology, Ed. Springer- Verlag, Berlin, 1987, 87, 
Chapitre 5 ; Pelizzola D. etal t Q JNucL Med., 1995,39(4) 251-263). 

Parmi ceux-ci, le marquage par un compose luminescent presente 
I'avancage d'obtenir un signal localise qui ne necessite pas la presence d f autres reactifs 
comme e'est le cas pour les marquages enzymatiques. Ce type de marquage permet 
egalement ('utilisation de phenomene tel que le transfert d'energie qui peut s'effectuer 
selon differents mecanismes : transfert d'energie par resonance, transfert d'energie 
radiatif (Taccepteur absorbe la lumiere emise par le donneur), transfert d'electron 
(Matko J. cv ctL Biochemistry, 1992, 31, 703-711 ; Nikoobakht B. et aL 
Photochemistry and Photobiology, 2002, 75, 591-597). 

Ce transfert d'energie, entre un compose "donneur" (D) luminescent 
ct un compose "accepteur" (A) luminescent ou non, et qui est dependant de la distance 
entre A et D. a ete utilise pour la realisation de nombreux dosages. On choisit D et A, 
qui sont couples a Taccepteur ou ranalyte, afm que le transfert d'energie n'ait lieu que 
lorsque Ic complexe recepteur/analyte est forme. Ce phenomene se traduit par une 
diminution ou extinction de la luminescence de D et une emission de luminescence de 
A si cdui-ci est luminescent, lorsque D est excite. Lors de ces dosages on mesure soit 
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la variation tie la luminescence de A, soil la variation de la luminescence de D ; la 

nature de A et de D etant variable. 

C'est ainsi que differents Auteurs ont deja propose des methodes de 

detection d'un analyte par mesure de la luminescence de A : 

- la methode decrite par exemple par Arai R. et al. (Protein 

Engineering, 2000, 13(5), 369-396) utilise comme donneur et accepteur deux 

proteines fluorescentes. Ces deux proteines sont produites par biologie moleculaire, 
chacune formant une proteine chimere avec soit la region variable de la chaine lourde 
soit la region variable de la chaine legere d'un meme anticorps. La presence de la 
molecule centre laquelle est dirige l'anticorps induit la formation d'un complexe avec 
les deux proteines chimeriques. La distance entre les deux proteines fluorescentes est 
alors compatible avec un transfert d'energie, l'excitation de D va done induire une 
fluorescence de A qui sera niesuree ; 

- selon la demande internationale WO 96/42016, il est possible- . 
d'utiliser comme donneur un complexe de terres rares (europium, terbium) avec unv: 
chelate, un cryptate ou un macrocycle et comme accepteur une proteine fluorescente. 
A et D peuvent etre, soit couples a deux recepteurs pouvant se complexer i 
simultanement sur l'analyte et la presence de ce demier se traduit alors par une * 
emission de luminescence de A lorsque D est excite, soit A est couple a un receptee- 
et D a l'analyte et la presence de l'analyte. va induire une competition avec l'analyte 
couple a D pour la compilation avec le recepteur (dosage competitif), la 
luminescence de A devenant alors inversement proportionnelle a la quaritite de 
l'analyte ajoute. Ce type de dosage est appele dosage par luminescence resolue dans le 
temps. 

D'autres Auteurs ont egalement propose des methodes de detection 
d'un analyte par mesure de la luminescence de D. Ces dosages utilisent la capacite 
d'un compose (A) a diminuer ou supprimer la luminescence d'un autre compose (D) 
lorsque ceux-ci sont suffisamment proches ("Quench"). La gamme de molecules A 
pouvant etre utilisees est done plus etendue ' et inclut ainsi des composes non 
luminescents tels que des metaux lourds, des atomes lourds, des molecules chimiques 
comme par exemple le rouge de methyle, des nanoparticules telles que celles vendues 
sous la denomination Nanogold® par la societe Nanoprobes (USA), ou bien encore les 
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molecules vendues sous les denominations DABCYL® (Eurogentec, Belgique), QSY 
Dyes (Molecular Probes Inc., USA), ElieQuencher© (Oswell/Eurogentec) ou Black 
Hole Quenchers'^ (Biosearch Technologies Inc., USA). 
A litre d'exemples : 

5 - le brevet americain n° 3,996,345 decrit une methode mettant en 

ceuvre des paires de molecules fliiorescente/ H Quencher" dans des dosages utilisant des 
anticorps comme recepteurs ; 

- la methode proposee par Adamczyk M et aL (Organic Letters, 
2001, 3, 1797-1800) utilise une proteine bioluminescente (Aequorine®) comme 

10 donneur et du QSY-7 ou du DABCYL® comme accepteur ou "Quencher". D est 
couplee a une molecule de biotine et A a une molecule d'avidine. La formation du 
complexe biotine/avidine provoque une diminution de la bioluminescence de D, la 
presence de biotine libre ou couplee a une proteine va induire une competition avec la 
biotine couplee a D pour la complexation avec I'avidine, la bioluminescence de D sera 

1 5 alors proportionnelle a la quantite de biotine ajoutee ; 

- Lee M. et al. (J. Agr. Food Chem., 1999, 47, 2766-2770) et 
Schobel et aL (Bioconjugate Chem., 1999, 10, 1107-1114) decrivent I'utilisation de 
deux molecules fluorescentes comme donneur et "Quencheur". Le donneur est couple 
a un anticorps et I'accepteur est couple a l'analyte. Comme precedemment la formation 

20 du complexe anticorps-D/anaiyte-A provoque une diminution de la fluorescence de D, 
qui est restauree par la presence de l'analyte dans le milieu ; 

- Dubertret B. et aL (Nature Biotechnology, 2001, 19, 365-370) et 
Bonnet el aL (Proc. Natl. Acad. Sci., 1999, 96, 6171-6176) decrivent ^utilisation d'un 
acide poiynucleique ( M Beacon n ) qui a la particularite de s'hybrider avec lui-meme en 

25 se repliant. Selon la methode decrite dans cet article un compose fluorophore (D) est 
fixe a rextremite 3' de I'acide poiynucleique et un accepteur (A : narioparticule ou 
DABCYL*) est fixe a rextremite 5*. Les deux extremites du "Beacon" etant proches, 
la fluorescence de D est diminuee par A. La presence d'un acide poiynucleique 
(analylc) pouvant s'hybrider avec une region du "Beacon" va induire une linearisation 

30 ile cc dernier ct done une augmentation de la distance entre D et A, et ainsi diminuer 
Pauenualion de la fluorescence de D par A ; 
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- le brevet americain n° 5,279,943 propose une methode de detection 
(Tun analvte dans laquelle des atomes lourds sont utilises comme "quenchers" de la 
luminescence ; 

- le brevet americain n° 5,229,302 decrit un procede de detection 
d'un analvte dans un milieu dans lequel un compose chimique est couple a un ligand 
ou a un analogue de celui-ci qui, lorsque le complexe anticorps/ligand est forme, 
altenue la nuorescence emise par l'anticorps iors d'une excitation a 280 nm. La 
presence de l'analyte dans le milieu va induire une competition pour la complexation 
avec l'anticorps et ainsi restaurer la fluorescence de l'anticorps ; 

- Chen C.T. et al. (Science, 1998, 279, 851-852) ont decrit une 
methode de detection d'un analyte dans un milieu au moyen d'un recepteur synthetique 
sur lequel est fixe un fluorophore et un quencher. En absence d'analyte le quencher est . 
suffisamment proche du fluorophore pour diminuer sa fluorescence. La complexation 
de l'analyte sur le recepteur va augmenter la distance entre le quencher et te 
fluorophore et ainsi augmenter la fluorescence de ce dernier. 

II est a noter que I'ensemble des dosages utilisant le transfert 
d'energie decrits precedemment sont des dosages en phase homogene. 

Or, dans le cadre d'une detection en continue d'un analyte, les 
dosages en flux semblent particulierement adaptes car ils permettent un apport • 
permanent en echantillon. 

C'est ainsi que plusieurs types de dosage en flux ont deja ete decrits : 
- plusieurs Aute'urs ont notamment propose des precedes de dosage 
d'analytes mettant en ceuvre un anticorps immobilise sur les parois d'un capillaire, cet 
anticorps etant sature par un analyte marque ou par un analogue marque de celui-ci. 
Le passage de l'analyte dans le capillaire induit une competition avec l'analyte marque 
pour la liaison avec l'anticorps. Ainsi, une certaine quantite de l'analyte marque va etre 
liberie et detectee en sortie du capillaire (voir notamment les brevets americains n° 
5.IS3.740 et 6,323.041 et Sheikh et al. Biosensor & Bioelectronics, 2001, 16. 647- 
ft52) ; 

- a I'inverse, Barzen C. et al (Biosensor & Bioelectronics. 2002, 17, 
2S9-295) ont decrit un procede de detection d'un analyte dans lequel ils utilise* une 
phase solide sur laquelle est immobilise l'analyte ou un analogue de l'analyte a 




6 



clelcclcr. L'cchantillon contenanl on non I'analyte a detecter est preincube avec un 
anticorps anti-analyte marque. Lors du passage de cette solution sur la phase solide, 
Ics anticorps non-complexes vont se fixer sur la phase solide via I'analyte immobilise. 
Ainsi le signal fluorescent mesure au niveau de la phase solide est inversement 
5 proportionnel a la quantite d'analyte present dans I'echantillon ; 

- Plowman T.E., et al. (Anal. Chem., 1999,. 71, 4344-4352) ont 
developpe une methode de dosage permettant de doser simultanement, sur une meme 
phase solide, differents analytes. Selon cette methode, des anticorps reconnaissants 
differents analytes sont immobilises sur une phase solide a des endroits distincts. Une 

10 solution, contenant I'echantillon (avec les differents analytes) et differents anticorps 
anti-analytes marques a l'aide d'un fluorophore, est deposee sur la phase solide. Enfin, 
on mesure la fluorescence qui est issue de la complexation des anticorps de capture, 
de I'analyte et des anticorps traceurs correspondant aux differents sites 
d'immobilisation des anticorps: Comme pour le dosage precedent la necessite de 

15 melanger I'analyte avec un anticorps marque rend ce procede difficilement applicable 
a un dosage en continu car cela irapliquerait un apport permanent en reactif ; 

- Ligler F.S. et al. (Environnemental Science & Technology, 1998, 
32. 2461-2466) ont developpe un biocapteur permettant de detecter des molecules 
presentes dans 1'air. Ce biocapteur est constitue d'une fibre sur laquelle sont couplees 

20 lies molecules d'avidine. Des anticorps anti-analytes biotinyles sont immobilises sur 
cette fibre via le complexe avidine/biotine. La detection s'effectue en passant 
I'echantillon (molecules presentent dans l'air, solubilisees dans un tampon) sur cette 
fibre puis des anticorps anti-analytes marques avec un fluorophore. Enfin la 
fluorescence, issue de la complexation des anticorps de capture, de I'analyte et des 

25 anticorps traceurs. est mesuree. Cependant. les differentes etapes necessaires a la 
realisation de ce procede et l'apport en anticorps marques qui devrait etre permanent 
ne permettent pas une reelle detection en continue. 

II ressort done de la description des differents procedes de detection 
conmis de I'art anterieur, que tous les dosages en flux disponibles a ce jour sont des 

30 dosages en phase heterogene (phase solide/phase liquide). En effet des dosages en 
phase homogene en flux necessiteraient l'apport en continu de recepteurs et/ou 
d'analytes marques, ce qui serait couteux et plus difficile a mettre en ceuvre. 
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Enfin. il a egalement deja ete propose, notamment dans le brevet 
americain „• 5,976,896 I'uUlisation de capillars pour effectuer des dosages d'analytes 
en phase heterogene selon un procede pouvant etre realise conformant a plusieurs 
vari antes : 

- selon une premiere variante de ce procede, un premier recepteur de 
I'analyte ft detecter est immobilise a la surface interieure du capillaire. L'echantillon 
contenant 1'analyte est preincube avec un second recepteur (ne possedant pas le meme 
site de fixation sur I'analyte que le premier recepteur fixe sur le capillaire) marque 
avec un compose fluorescent. Cette solution, apres reaction, est introduite dans le 
capillaire. le complexe analyte/recepteur marque va alors se fixer sur la surface du 
capillaire en se liant au premier recepteur. Apres lavage, le signal fluorescent, qui est 
proportions! a la quantite d'analyte dans l'echantillon, est mesure ; 

- selon une deuxieme variante de ce procede, un analogue de. 
I'analyte est immobilise ft la surface interieure du capillaire. L'echantillon contenant , 
ranalyte a detecter, prealablement preincube avec un recepteur de I'analyte marque 
avec un compose fluorescent, est introduit dans le capillaire. II va se produire une t 
competition entre I'analyte fixe sur la surface du capillaire et I'analyte eventuellement .* 
present dans l'echantillon pour la fixation sur le recepteur marque. Apres lavage, le . . 
signal fluorescent, qui est inversement proportional ft | a quantite d'analyte present . 
20 dans l'echantillon, est mesure ; • 

- selon une troisieme variante de ce procede, un recepteur de 
I'analyte a detecter est immobilis6 ft la surface interieure du capillaire. L'echantillon 
contenant I'analyte prealablement melange avec un analyte marque ou un analogue de 
cet analyte marque avec un compose fluorescent est introduit dans le capillaire. II va 
IS alors se produire une competition entre le compose marque et I'analyte de l'echantillon 
pour la fixation sur le recepteur fixe ft la surface du capillaire. Apres lavage, le signal 
lluorescent. qui est inversement proportioned ft la quantite d'analyte dans 
l'echantillon, est mesure. 

Les differentes etapes de ces dosages (incubations, lavages) et la 
0 necessite de melanger I'analyte avec un compose marque rend difficilement applicable 
ce dosage ft un dosage en continu car cela impliquerait un apport permanent en reactif. 
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Par ailleurs, l'ensemble des procedes de detection d'analytes en 

phases heterogenes precedemment decrits necessite le plus souvent la realisation d'une 

clapc clisiincte de regeneration de la phase solide avant de pouvoir effectuer une 

nouvelle detection de I'analyte au sein d'un nouvel echantillon. Cette etape limitante 
5 de regeneration de la phase solide interdit par consequent Implication de ces 

differents procedes a la detection en continu d'un analyte dans un milieu. 

C'est done afm de remedier a l'ensemble de ces inconvenients et de 

pourvoir en particulier a un procede de detection en phase heterogene d'un analyte, qui 

soit simple a mettre en oeuvre, automatisable et au cours duquel l'etape de regeneration 
1 0 de la phase solide puisse etre realisee simultanement a l'etape de detection de I'analyte 

proprement dite sans interrompre cette demiere. que les Inventeurs ont mis au point ce 

qui fait l'objet de la presente Invention. 

Les Inventeurs se sont egalement donnes pour but de pourvoir a un 

nouveau reactif utilisable dans des procedes de detection d'analytes en phase 
1 5 heterogene permettant d'eviter toute incubation, prealablement a l'etape de detection 

proprement dite, de I'analyte avec un anticorps marque ou un analyte marque. 

La presente Invention a done pour premier objet un procede de 

detection d'un analyte a dans un echantillon fluide, caracterise par le fait qu'il 

comprend les etapes suivantes : 
20 1) la saturation d'un support solide comportant, sur au moins une 

partie de sa surface, au moins un reactif trifonctionnel (tripode Y) comportant les trois 

poles fonctionnels suivant : 

1) un groupement luminescent (L), 

ii) une molecule (B) choisie parmi I'analyte a_. un analogue de 
25 I'analyte a ou un fragment de I'analyte a; et 

iii) une fonction assurant la fixation dudit reactif trifonctionnel sur la 

surface dudit support solide ; 

par un recepteur de I'analyte a. ledit recepteur etant marque par un 
compose accepteur (Q) (recepteur-Q) de la luminescence du groupement L, pour 
30 former tin complexe C entre ladite molecule (B) et ledit recepteur-Q ; 

2) la mise en contact du support solide obtenu a l'etape 1) avec un 
.-hanlillon lluide susceptible de renfermer I'analyte a a detecter ; 
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3) la mcsurc dc 1'intensite du signal emis par le groupement L qui est 
proportionnelle a la quantite d'analyte a present au sein de l'echantillon nuide ; et 

4) la regeneration du support solide par mise en contact dudit 
support solide avec du recepteur-Q. 

Selon ce procede, l'etape 1) permet la complexation de la molecule 
(B) avec le recfepteur-Q. A I'issue de cette premiere etape la luminescence de L est 
diminuee ou supprimee. Lors de l'etape 2), la mise en presence de l'echantillon avec la 
surface du support solide va induire, lorsque ledit echantillon renferme l'analyte a, une 
competition entre l'analyte a et la molecule (B) pour la formation du complexe avec le 
recepteur-Q. La liaison de l'analyte a sur le recepteur-Q va provoquer l'elimination du 
recepteur-Q de la surface du support solide et restaurer la luminescence emise par le 
compose (Lj present sur le tripode Y. L'intensite du signal mesure lors de l'etape 3) est 
alors proportionnelle a la quantite d'analyte a presente dans l'echantillon a analyser. 
L'etape 4) de regeneration va entrainer a nouveau la complexation du recepteur-Q sur 
le tripode Y et ainsi la suppression de la luminescence de L pour permettre une 
nouvelle detection de l'analyte a au sein d'un nouvel echantillon. 

Le principe du procede de detection d'un analyte a conforme a 
i'invention est schematise sur le Schema A ci-apres : 

SCHEMA A 




2) Etnpc \2c compel k bn 
3 1 Mtfsur-j du iiiaial 



Mj Bapc dc regeneration 



Le procede de detection conforme a I'invention presente un grand 



nombre d'avantages: 
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1) grace en particulier a la conformation slructurelle particuliere du 
iripode Y mis en ccuvre au cours du procede, I'etape de regeneration de la phase solide 
pcul etrc realisee tres Faci lenient, et ce sans alteration de ses proprietes. En efFet, dans 
ions ics dosages en flux precedemment decrits, la mesure du signal s'effectue apres 

5 formation d'un complexe lie a la phase solide. Par consequent, et meme si certains des 
procedes de dosage decrits par l'etat anterieur de la technique permettent plusieurs 
dosages successifs (Sheikh et al. et brevets americatns n° 5,183,740 et 6,323,041 ; pre- 
cipes), ceux-ci sont neanmoins en nombre limite, et necessitent une etape de 
regeneration du support solide souvent longue et contraignante, qui se traduit par la 

10 dissociation du complexe forme. De plus, ies conditions drastiques de realisation de 
ces etapes de regeneration (passage de solutions acides ou basiques) imposent l'arret 
du procede de detection interdisant ainsi toute application de ces procedes a des 
dosages en continu d'un analyte donne. 

Par contre, selon le procede de detection conforme a ^Invention, la 

15 presence de I'analyte a dans I'echantillon entrame la dissociation entre le recepteur-Q 
et la molecule (B), I'etape de regeneration consiste done tout simplement a reformer ce 
complexe en ajoutant du recepteur-Q. Cette etape de regeneration n'implique done pas 
('utilisation de solutions acides ou basiques pouvant aiterer les proprietes des 
molecules de la phase solide ou une reaction d'echange entre deux molecules au 

20 niveau du site de liaison du recepteur dont la cinetique est plus longue que la reaction 
de formation d'un complexe. 

2) le signal mesure au niveau de la region sur laquelle a ete 
immobilise le tripode Y ce qui permet d'obtenir un signal localise, contrairement aux 
dosages developpes selon Tart anterieur, notamment par Sheikh et aL, ainsi que dans 

25 les brevets americains n° 5JS3J40 et 6,323,041 pre-cites, dans lesquels le signal, lie 
a des molecules en solution, est mesure a la sortie d ! un capillaire. 

3) le signal etant localise, plusieurs molecules pourront etre 
detectees simultanement sur le meme support solide en fixant sur des zones distinctes 
ct connucs de celui-ci plusieurs types tripodes Y differant les uns des autres par la 

30 nature de la molecule (B) qu'ils comprennent. 

4) le signal mesure correspond a la totalite des molecules d'analyte a 
ayant etc en contact avec le support solide entre deux regenerations. Cette particularite 
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clu procedc con forme a I'lnvention autorise un suivi permanent tout en effectuant des 
mcsures espacees clans le temps. 

5) ce foi-mat de dosage est applicable a I'ensemble des molecules car 
il ne requiert pas la liaison simultanee de deux receptees sur 1'analyte comme cela est 
5 quelque fois necessaire selon les procedes de dosage anterieurement connus comme 
par exempJe dans le procede decrit par Plowman T.E. et «/.. pre-cite) et qui necessitent 
une taille suffisante de I'analyte. 

• 6) la presence de I'analyte a dans 1'echantillon se traduit par une 
apparition de signal contrairement a la plupart des dosages par competition connus de 
1 0 fan anterieur, 1'apparition d'un signal autorisant une detection plus aisee. 

7) enfin, le systeme de detection utilisant le phenomene de transfert 
d'energie. il permet egalement de detecter et de quantifier la presence d'un analyte a 
par la variation de la luminescence du compose Q s'il est fluorescent ou la variation du 
temps apparent de decroissance de la luminescence du compose (L). : 
Selon une fonne de realisation particulierement preferee du procede -t 
confonne a I'lnvention, les etapes 3) de mesure de l'intensite du signal emis et 4) de » 
regeneration de la surface du support solide sont realisees en continu. a 
Selon I'lnvention, le support solide est de preference choisi parmi les C 
materiaux comportant a leur surface, de facon naturelle ou apres modification, des 
fonctions aptes a fomier une liaison de nature covalente avec une fonction 
complementaire du tripode Y. Ces fonctions peuvent notamment etre des fonctions 
hyclroxyle, amine, sulfhydryle ou carboxyle. 

Parmi de tels materiaux, on peut en particulier citer les verres, les 
plasiiques (par exemple le polystyrene), les ceramiques (de preference de type oxyde), 
les metaux (par exemple I'aluminium ou l'or) et les metalloYdes (tel que le silicium 
oxydc). 

De tels supports peuvent notamment se presenter sous la forme de 
lubes, de capillaires, de plaques telles que des microplaques. de billes ou sous toute 
autre forme appropriee a la realisation du procede confonne a I'lnvention. 

L'echantillon fluide contenant ou non I'analyte a a detecter peut etre 
de nature ou d'origine diverses telles que par exemple de l'eau, un milieu biologique 
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liquidc,ou bien encore un liquide contenant des molecules gazeuses dissoutes ou 
provcnant d'echantillons solides. 

La mesure de l'intensite du signal emis lors de 1'etape 3) peut etre 
elTecluee par un detecteur de luminescence tel que par exemple un fluorimetre. 

Selon le procede conforme a I'lnvention, le complexe C forme a 
Tissue de I'etape 1 ) de saturation est de preference choisi parmi les complexes de 
formule (I) suivante : 






(I) 



dans laquelle : 

1 o - les fleches represented la structure du squelette du tripode Y qui 

est un bras de liaison constitue par une chaine peptidique, nucleotidique, glucosidique 
on par une chaine hydrocarbonee lineaire ou rami See, saturee ou insaturee ; lesdites 
chaines etant eventuellement substitutes, interrompues et/ou terrninees par un ou 
plusieurs heteroatomes tels que ROouS et/ou par un ou plusieurs acides amines, et 

1 5 comportant trois fonctions chimiques reactives F|, F2 et F 3 ; 

- L represente un groupement luminescent lie de facon covalente au 
tripode Y par I'intermediaire de la fonction chimique reactive F| ; 

- B represente un analyte a, un analogue structurel d'un analyte a ou 
un rragment d'un analyte a sur lequel est fixe, de facon non covalente et reversible, un 

20 rccepleur specifique de ['analyte a, ledit recepteur etant marque par un compose Q ; la 
molecule (B) elant liee de fa?on covalente au tripode Y par rintermediaire de la 
fonction chimique reactive F2 ; 
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- Q represente un compose accepteur de ia luminescence du 

groupement L ; 

- represente une fonction chimique reactive apte a permettre la 
llxation du tripode Y sur la surface du support solide. 

Selon invention et independamment l'une de 1'autre, les fonctions 
F|. F:, Fs assurent : 

i) soit une liaison directe via une fonction chimique correspondante 
presente sur le compose luminescent, la molecule (B) ou la phase solide ; 

ii) soit une liaison indirecte. Dans ce deuxieme cas, la liaison peut 
0 etre realisee en couplant a l'une au moins des fonctions F,, F 2 et/ou F 3 , une molecule 

Mi aple a former un complexe avec une molecule M 3 prealablement fixee sur au 
moins une partie de la surface de la phase solide, sur la molecule (B) et/ou sur le 
groupement luminescent. A titre d'exemple, on peut notamment coupler de la biotine 
ou de la streptavidine (ou neutravidine ou avidine) sur l'une des fonctions F,, F, et F, 
et respectivement de la streptavidine (ou neutravidine ou avidine) ou de la biotine sur 
la phase solide, sur la molecule (B) et/ou sur le compose luminescent. Selon une autre 
variante du procede conforme a 1'Invention, cette liaison indirecte peut egalement 
s'effectuer via une molecule M 2 , prealablement couplee sur. la phase solide avec un ou 
plusieurs composes luminescents ou molecules (B) et qui sera couplee a la fonction 
F,. F : ou F>. A titre d'exemple de molecules M,, on peut notamment utiliser des 
proteines telles que Talbumine et la polylysine, des nucleotides, des sucres ou encore 
d'autres derives synthetiques. 

De preference, F,, F 2 et Fj, identiques ou differentes, sont choisies 
parmi les fonctions thiols ; amines ; alcools ; acides tels que les fonctions acide 
carfaoxylique; esters tels que les esters actives comme par exemple les esters 
succinimydiliques et les anhydrides ; isothiocyanates ; isocyanates ; acylazides ; 
chlorures de sulfonyle ; aldehydes ; glyoxals ; epoxydes ; oxiranes ; carbonates ; 
imidoesters ; carbodiimides ; maleimides ; nitriles, aziridines ; acryloyl ; les derives 
halogenes ; les groupements disulfides ; phosphores tels que par exemple les 
phosphates, phosphonates, phosphines et phosphites ; diazo ; carbonyldiimidazole ; 
hydrazides ; arylazides ; hydrazines ; diazirines ; magnesiens ; lithiens ; cuprates ; 
zinciques et les systemes insatures. 
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Parmi ccs differentes fonctions et groupements, on peut en 
parliculier cilcr les fonctions amines telles que celles de fomuiles R-NH 2 , R-NH-, 
(R);-N\ R-NH-OR et NH r OR ; les fonctions alcool R-OH ; et les groupements 
halogenes de formule R-X avec X representant un atome d'halogene tel que le chlore, 
5 I'iocle, le brome ou le fluor ; etant entendu que dans lesdites tommies R represente un 
radical, alkyle, de preference en CpCis, aryle, vinyle, ou allyle. 

Selon l'lnvention, on entend par groupement aryle, tout groupement 
aromatique possedant un ou plusieurs noyaux benzeniques, naphtalenique ou 
anthraceniques, lesdits noyaux contenant eventuellement un ou plusieurs heteroatomes 
1 0 tels que O, N ou S, et etant eventuellement substitues par un ou plusieurs groupes 
choisis parmi les* atotnes d'halogene, les radicaux alkyles en C1-C4, amino, 
aminoalkyle en C,-C 4 , alkyl(CrC 4 )aminoalkyle en C r C 4 , dialkyle(C r C 4 )aminoalkyie 
en C r C 4 , nitro, alkyleneamino en C r C 4 ou alkenyleneamino en C2-C 4 . 

Parmi de tels groupements aryle, on peut en particulier citer les 
1 5 groupements benzyle, phenyle, cresyle, toluyle, pyridine, pyrimidine et pyrazine. 

Selon ^Invention, on entend par groupement luminescent toute 
substance qui, quand elle est excitee a une longueur d'onde donnee ou par un compose 
chimique donne, est capable d'ernettre un photon, par exemple fluorophore ou terre 
rare. 

2() Parmi de tels groupements luminescents, on peut notamment citer la 

lluoresceine (fluoresceinate de sodium) et ses derives tels que Pisothiocyanate de 
lluoresceine (FITC) ; la rhodamine et ses derives tels que la tetramethyl rhodamine 
isothiocyanate (TRITC) ; le diaminidophenyl indo (DAPI) ; I'acridine ; les colorants 
fluoresceins a amines reactives tels que Tester succinimidylique de I'acide 6-((7- 

25 amino-4-melhyIcoumarin-3-acetyl)amino) hexanoique (AMCA) ; les colorants 
fluorescents vendus sous les denominations commerciales BODIPY ® tels que 
BODIPY® FR-Br 2 , BODIPY ® R6G, BODIPY® TMR, BODIPY ® TR et les 
BODIPY ® 530/550 (longueur d'onde d'excitation/longueur d'onde d'emission, en 
nm), 55S/56/, 564/570, 576/589, 581/591, 630/650 et 650/665 vendus par la societe 

30 Bio-Rud Inc. (USA), les colorants Cascade Blue (Trilink BioTechnologies (USA). 
Cy2. Cy3. Cy3.5, Cy5, Cy5.5 ; el Cy7 (Bio-Rad Inc., USA), DABCYL® et EDANS® 
(Eurogcntec, BE) ; l'Eosine ; TErythrosine ; le 6-Fam et le Texas Red. 



Scion I' Invention, on entend par "recepteur" toute substance apte a 
former une liaison non covalente et reversible (complexe) avec 1'analyte, un analogue 
cle Canalyte ou un fragment de ce dernier. Ce recepteur est bien evidemment choisi en 
fonction de la nature de la molecule (B) du tripode Y. 

^> Ces recepteurs peuvent notamment etre choisis parmi les composes 

de nature biologique (anticorps sous forme entiere, fragmentaire ou recombinante 
(Fab\ Fab, scFv), recepteurs, acides polynucleiques (ADN ou ARN), acides 
peptidonucleiques, lectines ou bien encore proteines transporteuses) et les composes 
de nature chimique tels que par exemple les chelates et les recepteurs synthetiques 

0 specifiques. 

Parmi de tels recepteurs, on peut par exemple citer les anticorps 
monoclonaux anti-Substance P anti-proteine prion, anti-angiotensine II, la poly- 
Histicline. le systeme nitrilo-acide triacetique-Nickel (NTA-Nickel), les sondes 
nucleotidiques complementajres. 

° Selon une variante preferee du precede de detection conforme a 

(.'Invention, ledit recepteur presente une plus grande affinite pour 1'analyte a que pour 
la molecule (B). 

Selon l'Invention, on entend par "compose accepteur" (Q), toute 
molecule permettant la diminution ou la disparition de la luminescence du compose 
) luminescent (L) Iorsque le recepteur est complexe a la molecule (B). Ce compose, de 
natures diverses, peut notamment etre un compose chimique (luminescent ou non), un 
atome lourd ou une nanoparticule." 

Parmi de tels composes (Q), on peut en particulier citer les 
composes fluorescents tels que ceux cites ci-dessus pour les groupements L, la 
rhodamine et- ses derives tels que la tetramethyl rhodamine (TMR), des molecules 
non-lluorescentes telles que les composes vendus sous les denominations 
commerciales Black Hole Quencher ® 1, 2 et 3 (Biosearch Technologies), Nanogold 
Particules ® (Nanoprobes), Eclipse Dark Quencher ® (Epoch Bioscience). Elle 
Quencher « (Oswell), le vert de malachite, et les colorants QSY ® 7, QSY ® 9 et 
QS Y OJ) 2 1 (Molecular Probes). 

Lorsque la molecule (B) est un peptide ou un oligonucleotide, alors 
lo tripode Y utilise selon le procede conforme a l'Invention peut etre prepare en 



effectuanl unc synthesc peptidique ou oligonucleotidique au cours de laquelle on 
ajoutc a ladite molecule (B) au moins un acide amine (ou nucleotide modifle) 
comportant une fonction (F|) et un autre acide amine (ou nucleotide modifie) 
comportant une fonction (F3), F| et F3 ayant les memes significations que celles 

5 indiquees ci-dessus. Dans ce cas, F, et F 3 assurent egalement la liaison respectivement 
avec le compose luminescent (L) et la surface de la phase solide. Tout comme 
precedemment, les acides amines (ou nucleotides) comportant les fonctions chimiques 
Fi et F3 peuvent egalement etre substitues par un acide amine (ou nucleotide) couple a 
une biotine (par exemple le produit 9-fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc)- 

10 Lysine(Biotine)-OH, vendu par la societe Calbiochem-Novabiochem AG). Dans ce 
ens. cet acide amine (ou nucleotide) assurera la liaison avec la surface de la phase 
solide ou avec le compose luminescent (L) sur lesquels on aura prealablement couple 
de la streptavidine (ou neutravidine ou avidine) pour former une liaison indirecte. 

Panni les complexes C de formule (I) conformes a 1'Invention, on 

1 5 pent notamment citer les composes dans lesquels : 

i) (B) est choisi parmi les peptides, les proteines, les 
oligonucleotides, les sucres et les acides peptidonucleiques, 

ii) L est de la fluoresceine, et 

iii) le squelette du tripode Y est choisi parmi les structures Y\ a Y3 
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0 ^( C H 2 )— COOH 



O (CH 2 )-N=C=S 
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°- y 



(Y 3 ) 



dans lesquelles n, m et p 5 identiques ou differents, sont des nombres 
entiers compris entre 1 et 20 inclusivement. 

Panni ces structures Y, a Yj, ies composes de formules (Y',) a (YS) 
suivantes sont particulierement preferes : 



H,N 




COOH 



H,N 




COOH 
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COOH 

N=C=S 

(Y* 3 ) 




Les tripodes Y utilises dans le procede conforme a PInvention 
peuvent etre prepares par analogie selon les procedes de synthese organique et 
peptidique classiquement mis en oeuvre et bien connus de Phomme du metier. 
5 Les complexes C de formules (I) tels que decrits precedemment sont 

des composes nouveaux en soi qui, a ce titre, constituent un autre objet de PInvention. 

Ces complexes C de formule (I) peuvent etre prepares en 
complexant un tripode Y conforme a PInvention avec un recepteur-Q selon les 
procedes classiquement mis en ceuvre dans Petat de la technique. 

10 [/Invention a egalement pour objet ('utilisation d'au moins un 

complexe C de formule (I) dans un procede de detection en continu en phase 
heterogene d'un analyte a au sein d'un echantillon fluide. 

Enfin s PInvention a pour objet un dispositif de detection en continu 
en phase heterogene d'au moins un analyte a dans un echantillon fluide, ledit dispositif 

15 etant caracterise par le fait qu'un echantillon fluide a analyser est integre dans un 
milieu formant un flux s'ecoulant sur au moins un support solide a la surface duquel 
est fixe au moins un tripode Y conforme a PInvention tel que decrit precedemment et 
specillque de Panalyte a a detected un detecteur de luminescence dispose en regard du 
support solide est couple a une commande de vanne asservie a un seuil d'intensite de 

20 signal emis par le detecteur et qui declenche, pendant une duree determinee, 
rouverture d'un reservoir renfermant un recepteur-Q apte a former un complexe avec 
le tripode Y, ce resen'oir etant relie au support par une boucle de retroaction qui 
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dcbouche en amont du support solide sur leque! est fixe le tripode Y, afin de saturer 
d/ou regenerer ce dernier en recepteur-Q par passage dans le flux et complexion sur 
Ic tripode Y. 

Selon des formes de realisation particulieres : 
> - les valeurs de I'intensite de la luminescence sont monitories et 

accessoirement traduites en quantite d'analyte a par un systeme de calcul couple au 
detecteur de luminescence ; 

- un marqueur d'evenement tel que par exemple une alarme, est 
dispose dans la boucle de retroaction afin de signaler une variation de I'intensite du 

0 signal superieure a une valeur predetemiinee ; 

- le support solide est un capiiiaire couple a l'environnement 
contenant 1'echantillon a analyser, le couplage etant realise soit par I'intermediaire 
cPun ballon de capture ou 1'echantillon barbote dans un milieu correspondant a celui 
du flux d'ecoulement, soit par 1 'intermediate d'un conduit souple ; 

- le flux est entrame par la depression prodiiite par une pompe. un 
piston, ou equivalent. .* 

Ces dispositifs peuvent notamment etre utilises pour detecter la 
presence d'un analyte a dans un milieu naturel tels que dans des lacs et riviere^ 
notamment ou dans des milieux industriels tels que piscines, usines, stations^ 
d'epuration, systemes de ventilation ou de climatisation, etc. lis peuvent, le cas 
echeant, etre equipes d'un ballon de capture et d'un systeme de barbotage permettant 
de collecter des echantillons sous forme gazeuse tel que Mr et de solubiliser les 
const) tuants a detecter qu'ils renferment. 

Outre les dispositions qui precedent, I'mvention comprend encore 
d'autres dispositions qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se refere a des 
exemple, de synthese de squelettes de tripodes Y, a un exemple de synthese d'un 
complexe de formule (I) et a un exemple de detection de la substance P dans un 
echantillon fluide, ainsi qu'aux figures 1 a 7 annexees dans lesquelles : 

- la figure I illustre une vue generale d'un exemple non limitatif de 
dispositif de detection en phase heterogene selon invention, pour mesurer la 
presence d'un analyte a dans une cuve de station d'epuration d'eau. Selon ce 
d.spositif. un tuyau souple 1 relie a une sortie de cuve est monte sur un tube capiiiaire 
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3. Co lube sert cle support dc fixation a deux types de tripode selon 1' Invention, a 
savoir Ya et Yb, permettant la detection specifiquc de deux types d'analytes. 
L'echantillon liquide provenant de la cuve est debite en flux continu (fleches Fa) dans 
le capillaire 3 par Paction d'une pompe peristaltique 5 puis evacue. A proximite du 
5 capillaire et face a chaque zone du capillaire sur laquelle sont fixes les tripodes Ya et 
Yb. il est prevu de positionner un fluorimetre, 7a et 7b, detecteur de fluorescence. 
Chaque detecteur est relie a un reservoir de recepteurs-Q, 9a et 9b, respectivement 
specifiques des tripodes Ya et Yb. Les reservoirs sont relies par des canaux lateraux, 
1 1 a et lib. et un canal comraun 1 lc, au capillaire 3, en amont des zones sur lesquelles 
10 sont fixes les tripodes Ya et Yb par rapport au sens d'ecoulement du flux. Le canal 
commun est soude perpendiculairement au capillaire 3 et l'ensemble des canaux 
forme des boucles de retroaction. Chaque detecteur est couple a une commande de 
vanne, respectivement 13a et 1 3b, pour ouvrir le reservoir correspondant, 
respectivement 9a et 9b, et permettre a son contenu de se deverser dans le capillaire 3 
1 5 ( Heches Fb), puis de se complexer sur le tripode specifique correspondant, Ya ou Yb, 
via les canaux 11a, lib et 11c afin de regenerer ce tripode. Dans cet exemple, la 
regeneration peut etre realisee en continu, le seuil de declenchement de cette operation 
de regeneration correspondant a la variation de luminescence minimale pouvant etre 
detectee suivant la sensibilite du detecteur. Un marqueur d'evenement 15a 
20 (respectivement 15b) est montee dans chaque boucle de retroaction. En 
fonctionnement, et apres etalonnage, I'tntensite du signal fluorescent, la et lb, emis 
par les tripodes Ya et Yb est mesuree par le fluorimetre, ce qui permet de calculer, a 
Paide d'un calculateur annexe (non represente), la concentration moyenne en analyte 
sous examen dans Pechantillon. La commande d'ouverture de vanne 1 3a 
25 {respectivement 13b) est asservie a Fintensite de signal fluorescent mesuree par le 
detecteur correspondant. L'ouverture de la vanne correspond ante est alors declenchee 
pendant la duree correspondant a la regenerescence des tripodes concemes. Si 
I'analyte a est present dans l'echantillon lors de la renegeration. cela se traduit par une 
augmentation de la duree de celle-ci (une partie du recepteur-Q se complexant a 
30 I'analyte a). La duree de la regeneration peut etre determinee par le temps necessaire a 
un retour de la fluorescence au niveau basal ; si celle-ci est superieure a une valeur 
predetenninee. un marqueur d'evenement pourra etre declenche. Lorsque I'intensite du 
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s.gnal varic d'unc quantite superieurc a une valeur predetermine, pendant un ecart de 
lomps donne, le marqueur d'evenement I5a (respectivement 15b) signale ce fait par un 
uvertissement 16 visuel et/ou sonore. Le signal fluorescent corresponds a 1'ensemble 
des analytes a ayant transite dans le capillaire entre deux regenerations, la lecture de la 
fluorescence peut egalement etre effectuee a intervalles de temps resuliers. Dans 
d'amres exemples, lorsque Pechantillon est un gaz, le milieu mis en ceuvre et les 
moyens de creation de flux sont adaptes par Thomme du metier. 

- la figure 2 represente la fluorescence mesuree en unites arbitrages 
apres immobilisation sur une plaque de microtitration, via la neutravidine, d'un tripode 
Y comprenant de la fluorescein a titre de compose (L) et un analogue de la Substance 
P a titre de molecule (B), en fonction de la concentration en tripode en uM ; 

- la figure 3 represente la courbe de diminution de la fluorescence 
(en unites arbitrages) d'un. tripode comprenant de la fluorescein a titre de compose 
(L) et un analogue de la Substance P a titre de molecule (B) en fonction de la quantite 
d'anticorps monoclonal anti-substance P marque a la tetramethyl rhodamine^mAb 
S P3 1 -TMR) (en nM) qui se complexe au tripode ; • ■ , 

- la figure 4 represente le pourcentage d'inhibition par la substance P 
de la diminution de la fluorescence provoquee par le mAb SP31-TMR (% ID) est 
exprime en fonction de la concentration en substance P (en nM) ; 

- la figure 5 represente la fluorescence mesuree (en unites 
arbitraires) apres mise en contact d'un support solide sur lequel est fixe un tripode Y 
conforme a I'lnvention, Iedit tripode etant ou non complexe au mAb SP31-TMR (puits 
Fl : fluorescence mesuree en absence de mAb SP31-TMR et de Substance P et puits 
Fl () : fluorescence mesuree en presence de mAb SP3I-TMR mais en absence de 
Substance P), et avec differentes concentrations de substance P (puits Fl x : 
fluorescence mesuree en presence de mAb SP31-TMR avec x = concentration en 
substance P : I : 0.1 ou 0.01 ,M), et ce lors d'un premier dosage, puis apres 
regeneration du support et enfin apres une nouvelle mise en contact des puits avec les 
irois concentrations de substance P ; 

- la figure 6 represente la moyenne de fluorescence mesuree (en 
unites arbitraires) pour chacun des puits Fl. Fl 0 et Fl x> apres 1 1 cycles de dosage de la 
substance P et de regeneration ; 
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- la figure 7 represente la fluorescence (en unites arbitraires) 
mcsuree pour chacun de I I dosages effectues dans des puits FI, Fl n et Fl x , avec x = 1 
ii M de substance P. 

EXEMPLE 1 : PREPARATION D'UN SOUELETTE DE FORIVIULE fYM 
D'UN TRIPODE Y CONFORME A L 'INVENTION 

On fait reagir un equivalent de 1 ,2-ethyldiamine avec deux 
equivalents de (Boc^O pour conduire au bis-(tertiobutyloxycarbonylamino)-l,2-ethyl 
qui est ensuite mis a reagir avec un equivalent de phenyl-3-bromopropanoate en 
presence d'hydrure de sodium pour conduire au compose de formule (Y'la) suivante: 

Boc 

Boc \ Jl-^ 

NH \^ \ ^COO 

(Y',a) 



On deprotege le compose Y'la en milieu trifluoroacetique puis on 
realise la condensation du compose deprotege obtenu en presence de triethylamine 
(TEA) et de un equivalent de chlorure de Z (avec Z = carbobenzyloxy) pour obtenir 
un compose de formule (Y'lb) suivante : 
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NH 




(V,b) 



Le compose de formule (Y'lb) conduit ensuite, en presence de S-(3- 



chloropropyl) ethanethioate et de TEA, au compose de formule (Y'lc) suivante : 



dans laquelle Z a la meme signification que celle indiquee pour le 
compose de formule (Y'lb) ci-dessus et Bz designe un groupement benzyle. 

On deprotege les fonctions acide et amine primaire du compose de 
formule (Y'lc) en presence de palladium sur charbon et la fonction thiol par action 
d'hydroxylamine pour conduire au compose de formule (Y'l). 

EXEMPLE 2 : PREPARATION D'UN SQUELETTE DE FORMULE fYM 
D'UN TRIPODE Y CONFORME A L'INVENTION 

De I'acide 3-[(2-oxopropyI)thio]propanoTque, prepare a partir d'acide 
3-bromopropanoYque et d'acide ethanethioTque est mis a reagir avec le compose de 
formule (Y'lb) obtenu ci-dessus a l'exemple 1 pour conduire au compose de formule 
(Y'2a) suivante : 




COOBz 




dans laquelle Z designe un groupement carbobenzyloxy et Bz 
designe un groupement benzyle. 

On deprotege les fonctions acide et amine primaire du compose de 
5 formule ( Y'2a) ci-dessus en presence de palladium sur charbon et la fonction thiol par 
action d'hydroxylamine pour conduire au compose de formule (Y'2) decrit 
precedemment. 

EXEMPLE 3 : PREPARATION D'UN SOUELETTE DE FORMULE (YS) 
D'UN TRIPODE Y CONFORME A L ! INVENTION 

1 0 On fait reagir un equivalent de 2-(hydroxymethyl)-2-methylpropane- 

i ,3-dioI et un equivalent d'ethyl 3-bromopropanoate en presence d'hydmre de sodium 
pour conduire a I'ethyl 3-[3-hydroxy-2-(hydroxymethyl)-2-methylpropoxy] 
propanoate. On fait ensuite reagir ce compose, en presence d'hydrure de sodium, avec 
un equivalent de fc/Y-butyl 3-bromopropylcarbamate pour conduire au compose de 

1 5 formule (Y'3a) suivante : 



COOEt 




(Y' 3 a) 
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Le compose de formule (Y'3a) ci-dessus est ensuite deprotege en 
milieu trifluoroacetique puis mis a reagir avec du dithioxomethane en presence de 
sonde puis le groupement carboxylique est reprotege par une melange ethanol/acide 
sulfurique, pour.conduire au compose de formule (Y'3b) suivante : 



COOEt 




(Y' 3 b) 



N=C=S 



On fait ensuite reagir le compose de formule (Y'3b) ci-dessus avec 
du l-(3-iodopropyl)-lH-pyrroIe-2,5-dione en presence d'hydrure de sodium pour , 
conduire au compose de formule (Y'3c) suivante : ;/ 



COOEt 
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(Y' 3 c) 



N=C=S 



qui en presence de soude conduit au compose (Y'3). 
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EXEMPLE 4 : PREPARATION D'UN TRIPODE Y CONFORME A 
[.'INVENTION 

Dans cet exemple, on illustre la preparation d ! un tripocle Y conforme 
a I' Invention comportant : 
5 - un analogue de la substance P a titre de molecule (B), 

- une fonction NH 2 pennettant la fixation du tripode sur la surface 

d'un support solide (Fj), 

- de la fluoresceine a titre de compose luminescent (L). 
n Preparation d'un analogue de la substance P 

1 o Pour memoire, la sequence de la substance P (Poids moleculaire : 

PM = 1349) est la suivante : 

Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-CONHi * 
soit(SEQEDN°l)-CONH 3 . 

On prepare un analogue de la substance P correspondant a la 

1 5 sequence suivante (PM : 1907) : 

Lys-Ser-Ser-Lys(Biotine)-Arg-Pro-Ala-Pro-Gln-Gln-Phe-Phe-Gly- 

Ala-Met-CONHn ; 

soit (SEQ ED N°2)-CONH 2 

Pour ce faire, le couplage de Panalogue de la substance P et de la 
20 biotine ainsi que de la fonction NH 2 s'effectue au cours d'une synthese peptidique 
selon une methode connue de rhomme de l'art comme par exemple une synthese en 
phase solide telle que decrite par Merrifield (J. Am. Chem. Soc, 1964, 85, 2149- 
2154). L'analogue de la substance P est un peptide analogue de la substance P 
comportant une alanine en position 10 [Ala 10 ] qui a une reaction croisee de 13 % avec 
25 la substance P pour l'anticorps monoclonal SP31 (Dery O., Biopolymers, 1996, 39, 
ft 7-74) qui est utilise dans le dosage decrit ci-apres comme recepteun Cette plus faible 
affinite de l*anticoi*ps monoclonal SP31 (mAb SP31) pour cet analogue par rapport a 
la substance P, pemiettra un meilleur deplacement de Tanticorps fixe sur la phase 
solide. Sur cet analogue, la lysine en position 3 (Lys3) a egalement ete substitute par 
311 une alanine afin d*eliminer Tamine primaire presente sur la chame laterale. La Iys3 
n'etant pas dans le site de reconnaissance du mAb SP31, cette substitution ne modifie 
par Paffinite de l'anticorps pour ^analogue. Par ailleurs, Textremite N-terminale a ete 
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modi Hee par ajout June lysine possedant une molecule de biotine sur la chaine 
latcrale (Fmoc-Lys(biotine)-OH), et deux Serines suivies d'une Lysine possedant deux 
Ibnctions NH : dont une sur sa chaine laterale. 

Apres la synthese, Ie compose obtenu est purifie par 
5 chromatographie en phase liquide haute performance (HPLC) puis lyophilise. 

2) Marquage de {^najogug de la substance P avec de In fhjoregceme 

100 ug du compose obtenu ci-dessus en 1) (5,28 10" 8 mol) sont 
dissous dans 100 ul de tampon borate 0,1 M de pH 9. On ajoute ensuite 30,8 ul (5,28 
10 10- mol) d'une solution de fluoresceine-NH-Succinimide (PM 586,55) (ester 
succinimidylique de I'acide hexanoYque (6-(fluoresceine-5-(et-6)-carboxamido) vendu 
sous la reference F-6129 par la societe Molecular Probes, Inc.) a 10 mg/ml dans du 
d.methvlformamide (DMF). Apres 16 heures dotation a une temperature de 4°C, on 
ajoute 100 ul de tampon Tris-HCl. 1 M P H 9 et on poursuit fagitation pendant 16 
Heures a 4°C, afin d'inactiver les fonctions esters actives residuelles. Enfm, on ajoute 
769.2 ul de tampon phosphate de potassium 0.1M pH 7,4 et 0,01 % d'azide de sodium. 
On obtient une solution d'un tripode Y conforme a invention a 52,8 uM). Ce tripode 
est conserve a une temperature de 4°C. 

EXEMPLE 5 : DFTFCTTON FT DOSAGF DF T a SUBSTANPF p n Ai y g TTW 
20 ECHAMTILLON 

1 ) Preparation d'un rerepteur-Q : niara uage de 1 W oros monnHnnnl D 
SP31 avec de In tetramethvl rhodamin* rTi^ (0) (coni -,, gll( , m AJj SP ^. TA/re) 

A SS0 ul de mAb SP31 a 1,136 mg/ml (1 mg correspond a 6,67 
nmole) en tampon phosphate 0,1 M pH 7,4, on ajoute 3,5 .ul d'une solution de TMR 
23 (PM 527.5) (ester succinimidylique de la 5-(et-6)-carboxytetramethvlrhodamine • 
vendu sous la reference CI 171 par la societe Molecular Probes, Inc., a 50 mg/ml dans 
lo DMF ( 1 76 ug ; 333 nmole)). Apres 16 heures d'agitation a 4°C. on ajoute 100 ul de 
tampon Tris-HCl 1M pH 9 et on poursuit 1'agitation pendant 16 heures a 4°C,' afin 
d'inactiver les Fonctions esters actives residuelles. Enfin, on separe 1'anticorps marque 
de la T.VIR libre par chromatographie d'exclusion sur gel G-25 (Sephadex G-25 fine 
Amersham Biosciences) en tampon phosphate de potassium 0,1 M pH 7,4 renferman! 
0,01 % d'azide de sodium. Les fractions correspondant a 1'anticorps sont rassemblees 
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el on mcsurc I'absorbance de la solution a 280 et a 555 nm a )*aide d'une cuve dont le 
irajcl optiquc est de 1 cm. 

La concentration en anticorps est calculee selon I'equation suivante : 

Concentration (M) == [Am r (A 555 x 0,3)] / £ 
clans laquelle : 

- A2S0 est I'absorbance a 280 nm 

- A555 est I'absorbance a 555 nm 

- 0,3 est le ratio de I'absorbance de la TMR a 280 nm et a 555 nm 

- 6 est le coefficient d f extinction molaire (pour IgG s = 203000 cm" 1 



10 iVI -1 ). 



On obtient une concentration en anticorps marque de 1,36 \iM. 

Le calcul du degre de marquage peut etre fait selon liquation 



suivante 



Nombre de molecules de TMR par molecule d'anticorps = 
1 5 Ai5 5 /(65 000 x concentration en anticorps) 

dans laquelle le nombre 65 000 correspond au coefficient 
d'extinction molaire a 555 nm de la TMR. 

On obtient 3,6 moles de TMR par mole d'anticorps. 
2) Preparation du support solide : Fonctionnalisation de la surface par de la 
20 neutravidine 

Afin de pouvoir immobiliser le tripode Y prepare ci-dessus a 
lexemple 4 sur tin support solide, ce dernier est, dans un premier temps, 
fbnctionnalise par de la neutravidine. 

25 Tampon de saturation : 

- tampon phosphate de potassium 0,1M pH 7,4 ; 
-NaCl 0,15 M; 

- Albumine serique bovine (BSA) vendue sous la reference A-7906 
par la societe Sigma : 0,1 % ; 

30 - Azide de sodium 0,01 % 
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Tampon de lavage : 

- Tampon phosphate de potassium 0,01 M pH 7,4 ; 

- Tween <& 20 : 0,05 % 



0 
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On depose 100 ul d'une solution de neutravidine (vendue sous la 
reference 31 000 par la societe Pierce) a 5 ug/ml dans du tampon phosphate de 
potassium 0,1 M pH 7,4 dans les puits de microplaques noires vendues sous la 
denomination High Bind Matrix par la societe VWR (reference 80120696). Apres 16 
heures a temperature ambiante, les plaques sont lavees avec du tampon de lavage puis 
saturees par depot de 300 ul/puits de tampon de saturation pendant 16 heures a 
temperature ambiante. Les plaques sont stockees avec le meme tampon (300 ul/puits) 
a4°C. • 

3) Fixation du tripode Y conforme a 1'Wnr j pn fmaroue k la fluorescein^ <n,r 1p. 
plaques de microti tratinn 

On prepare une gamme de dilution du tripode Y (marque a la 
fluoresceine) syndietise ci-dessus a 1'exemple 4 en tampon phosphate de potassium 0,1 
M pH 7,4 en realisant un premier point de gamme a une concentration de 0,5 uM puis 
4 dilutions successives au tiers (soit 0,167 uM- ; 0,055 uM ; 0,0185 uM et 6,2.10° 
\xM). On depose 100 .ul de chaque concentration en double dans des puits revetus de 
neutravidine ou pour lesquels on n'a effectue que l'etape de saturation (temoin 
negatif). Apres une incubation sous agitation pendant 3 heures a temperature 
ambiante, on lave les plaques avec le tampon de lavage (5 fois) puis on depose 100 ul 
de tampon phosphate de potassium 0,1 M pH 7,4. La lecture de la plaque est effectuee 
avec un Fluorimetre Analyst AD system (LJL Biosystem) permettant la lecture de 
microplaques. a une longueur d'onde d'excitation de 485 nm et a une longueur d'onde 
d'emission de 530 nm qui sont les longueurs d'ondes d'excitation et d'emission 
correspondant a la fluoresceine. 

Resultats 

Les courbes obtenues avec neutravidine (carre noir) et sans 
neutravidine (triangle noir : temoin) sont representees sur la figure 2 annexee sur 
laquelle la lluorescence (en unites arbitraires) est exprimee en fonction de la 
concentration en tripode Y conforme a l'lnvention (pM). 
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Ces resultats montrent Line augmentation de la fluorescence 
proportionnelle a celle cie la concentration en tripode conforme a ^Invention jusqu'a 
unc concentration de 0,17 jiM puis un plateau correspondant a la saturation des sites 
de liaison de la neLitravidine par le tripode. En absence de neutravidine immobilisee, 
5 aucune augmentation de la fluorescence n'est observee. 

Dans les exemples qui suivent, le tripode Y de I'exemple sera utilise 
a une concentration de 20 nm qui permet, au regard de ces resultats, d'obtenir un 
signal suffisant. 

4) Saturation de la phase solide par le mAb SP31-TMR pour former un complexe C 

10 On prepare une gamme de dilution du mAb SP31-TMR en tampon 

phosphate de potassium 0,1 M pH 7,4 en realisant un premier point de gamme a une 
concentration de 100 nM puis 6 dilutions au tiers. On depose 100 ,ul de -chaque 
concentration en double avec 100 ul d'une solution du tripode Y de l'exemple 4 
(solution a 20 nM dans du tampon phosphate de potassium 0,1 M pH 7,4) dans les 

15 puits d'une microplaque. Apres incubation pendant 16 heures a 4°C, on lave les 
microplaques a Taide du tampon de lavage (5 fois), puis on depose 100 ul de tampon 
phosphate de potassium 0,1 M pH 7,4 et on mesure la fluorescence. 

Les resultats obtenus sont represents sur la Figure 3 annexees sur 
laquelle la fluorescence mesuree (en unites arbitrages) est exprimee en fonction de la 

20 concentration en mAb SP3 1 -TMR (en nM). 

Ces resultats montrent qu'a partir d'une concentration de 1 nM en 
anlicorps, la fluorescence diminue proportionnellement a la concentration en mAb 
SP31-TMR, jusqu'a un maximum ^inhibition de 70 % obtenu a partir d'une 
concentration en mAb SP3 1 -TMR de 33 nM. Ces resultats demontrent que : 

25 0 Panticorps se complexe au tripode Y conforme a rinvention en 

rcconnaissant l'epitope. 

ii) la configuration du tripode Y confonne a rinvention perniet un 
trans fert d'energie par resonance de la fluoresceine a la TMR, qui se traduit par une 
diminution do la fluorescence de la fhioresceine. 

30 5) Detection de la substance P sur support solide 

On prepare une gamme de dilution de Substance P en tampon 
phosphate de potassium 0,1 M pH 7,4 en realisant un premier point de gamme a une 
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concentration cle 200 nM puis 6 dilutions au tiers. On depose ensuite 100 pi du tripode 
prepare a I'exemple 4 (20 nM) el 100 jul de mAb SP31-TMR (30 nM) (ou 100 pi de 
lampon phosphate de potassium 0,1 M pH 7,4 pour les puits temoins negatifs) dans 
chaque puits. Apres une incubation de 5 heures a temperature ambiante sous agitation, 
5 les plaques sont lavees a I'aide du tampon de lavage (5 fois) puis on depose 100 pi de 
tampon phosphate de potassium 0,1 M pH 7,4 et on mesure la fluorescence. 

Les resultats obtenus sont representes sur la figure 4 annexee sur 
laquelle le pourcentage d'inhibition par la Substance P de la diminution de la 
fluorescence provoquee par le mAb SP31-TMR (% ID) est exprime en fonction de la 
10 concentration en substance P (en nM). 

Ce pourcentage d'inhibition est calcule a I'aide de 1'equation 

suivante : 

% ID « [(Fl x - Fl 0 )/(FI-FI 0 )]x 1 00 
dans laquelle : 

- Fl x correspond a la fluorescence mesuree en presence de Substance 
P a la concentration x ; 

- Fl correspond a la fluorescence mesuree en absence de mAb SP31- 
TMR et de Substance P ; 

- Flo correspond a la fluorescence mesuree en presence de mAb 
20 SP3 J -TMR et absence de Substance P. 

Ces resultats montrent, comme attendu, que I'augmentation de la 
concentration en Substance P induit une augmentation de la fluorescence 
(correspondant a 1'inhibition de la diminution) de la fluoresceine. On obtient ainsi une 
courbe standard dont la limite de detection en Substance P est d'environ 2 nM. 
25 ft) Test de regeneration de la phase solide " 

On prepare trois dilutions de Substance P (respectivement I ; 0,1 et 
0.01 uM) en tampon phosphate de potassium 0,1 M pH 7,4. On depose ensuite 100 pi 
du Iripode Y tel que prepare ci-dessus a I'exemple 4 (20 nM) et 100 pi de mAb SP3 1- 
TMR (50 nM) (ou 100 pi de tampon phosphate de potassium 0,1 M pH 7.4 pour les 
puits temoins negatifs : puits Fl„) dans chaque puits. On utilise le mAb SP31-TMR a 
50 nM afin de complexer tous les tripodes presents sur la phase solide. Apres une 
incubation de 16 heures a 4«C, on lave les plaques a I'aide du tampon de lavage (5 
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Ibis) puis on depose 100 jul de chaque concentration de Substance P en triple (puits 
FU). Les puits Fl et Fl 0 sont egalement realises en triple. Apres une incubation de 5 
houres a temperature ambiante sous agitation, on lave les plaques a l'aide du tampon 
de lavage (5 fois) puis on depose 100 |xl de tapon phosphate de potassium 0,1 M pH 

5 7,4 et on mesure la fluorescence (premier dosage). 

On lave a nouveau les plaques de la meme facon que precedernment 
et on incube 100 ul de mAb SP31-TMR (50 nM) (ou 100 ul de tampon phosphate de 
potassium 0,1 M pH 7,4 pour les puits Fl) pendant 16 heures a 4°C. Les plaques sont a 
nouveau lavees (5 fois), puis on depose 100 ul de tampon phosphate de potassium 0,1 

1 0 M pH 7,4 et on mesure la fluorescence (etape de regeneration des plaques). 

On lave de nouveau les plaques (5 fois) et on depose soit 100 jil de 
tampon phosphate de potassium pour les puits Fl et Fl 0 soit 100 ,ul de Substance P (a 
1 ; 0,1 ou 0,01 liM). Apres une incubation de 5 heures a temperature ambiante sous 
agitation, on lave les plaques (5 fois), puis on depose 100 ,ul de tampon phosphate de 

1 5 potassium 0, 1 M pH 7,4 et on mesure la fluorescence (deuxieme dosage). 

Les resultats obtenus sont representes sur la figure 5 annexee sur 
laquelle la fluorescence (en unites arbitrages) mesuree pour les puits Fl, Flo et Fl x est 
exprimee pour les premier et deuxieme dosages ainsi que pour la mesure faite apres 
Petape de regeneration. 

20 Ces resultats mettent en evidence que : 

i) les differentes etapes du procede de detection (depots, lavages), 
n'entrainent pas la dissociation du tripode Y conforme a l'lnvention de la phase solide 
: la fluorescence mesuree dans les puits Fl est constante ; 

ii) le depot du mAb SP31 permet une regeneration homogene de la 
25 phase soiide : memes valeurs de fluorescence pour tous les puits F1 K et Flo ; 

iii) la regeneration est totale : la fluorescence mesuree pour les puits 
FK apres Petape de regeneration est similaire a celle des puits Flo effectuee au premier 
dosage : 

iv) cette etape de regeneration est compatible avec un deuxieme 
30 dosage ctTectue ulterieurement sur la meme phase solide car on obtient les memes 

\aleurs de fluorescence pour des concentrations en Substance P identiques. 
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7) Misc en evidenc e de la Faisabilite de dosages repetes sur une meme phase solide 

On prepare trois dilutions de Substance P (1 ; 0,1 et 0,01 pM) en 
Inmpon phosphate de potassium 0,1 m pH 7,4. 

i) On depose 100 pi du tripode prepare ci-dessus a l'exemple 4 (20 
5 nM) et 100 pi de mAb SP31-TMR (50 nM) ou 100 pi de tampon phosphate de 
potassium 0,1 M pH 7,4 (temoin negatif : pints Fl„) dans chaque puits d'une 
microplaque. On utilise le mAb SP31-TMR a la concentration de 50 nM afin de 
complexer toue les tripodes presents sur la phase solide. Apres une incubation de 16 
heures a 4°C, on lave la microplaque a l'aide du tampon de lavage (5 fois) puis on 
0 depose 100 pi de chaque concentration de Substance P en triple. Les puits Fl et Flo 
sont egalement realises en triple. Apres une incubation de 5 heures a temperature 
ambiante sous agitation, on lave la microplaque (5 fois) puis on depose 100 pi de 
tampon phosphate de potassium 0,1 M pH 7,4 et on mesure la fluorescence (premier 
dosage). 

^ ii) On lave a nouveau la plaque (5 fois ) et on incube 1 00 pi de mAb 

SP3 1 -TMR (50 nM) (ou 100 pi de tampon phosphate de potassium 0.1M pH 7,4 pour 
les puits Fl) pendant 1 6 heures a 4°C (etape de regeneration). 

iii) On lave a nouveau la plaque (5 fois) et on depose soit 100 pi de 
tampon phosphate pour Fl et Fl 0 , soit 100 pi de Substance P (a 1 , 0,1 ou 0,01 pM). 
) Apres une incubation de 5 heures a temperature ambiante sous agitation, on lave la 
plaque (5 fois), puis on depose 100 pi de tampon phosphate et on mesure la 
fluorescence (deuxieme dosage). 

Pour les dosages suivants, on repete les etapes ii) et iii) en faisant 
varier les puits dans lesquels sont deposes le tampon phosphate pour Flo et les 
differences concentrations de Substance P. 

On realise ainsi 1 1 dosages successifs sur la meme phase solide. 
Les resultats obtenus sont representes sur les figures 6 et 7 annexees. 
Sur la figure 6. la fluorescence (en unites arbitraires) correspond, 
pour chaque puits Fl. F!„ et Fl x . a la moyenne des 1 1 dosages effectues. Sur la figure 7, 
la fluorescence (en unites arbitraires) correspond aux valeurs obtenues pour chacun 
des 1 1 dosages effectues pour les puits Fl, Fl 0 et Fl x avec x = 1 pM de Substance P. 
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Ces resultats montrent que pour chaque concentration de Substance 
P. Ics valeurs de fluorescence sont homogenes et superieures a celles obtenues en 
absence de Substance P. De plus, les fluctuations observees sont aleatoires ; il n'y a 
pas de baisse ou d'augmentation progressive de la fluorescence au fil des dosages. 
5 Ces resultats montrent egalement que le procede de detection 

con forme a la presente Invention permet le dosage repete d'un analyte sur une phase 
solide. chacun des puits (ou site de reaction) pouvant etre regenere de facon 
equivalente et permettre une nouvelle detection ulterieure. 
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REVINDICATIONS 
I. Precede de detection d'un analyte a dans un echantillon fluide, 
caracterise par le fait qu'il comprend les etapes suivantes : 

1 ) la saturation d'un support solide comportant, sur au moins une 
partie de sa surface, au moins un reactif trifonctionnel (tripode Y) comportant les trois 
poles fonctionnels suivant : 

i) un groupement luminescent (L), 

ii) une molecule (B) choisie parmi I'analyte a, un analogue de 
I'analyte a ou un fragment de I'analyte a; et 

iii) une fonction assurant la fixation dudit reactif trifonctionnel sur la 
surface dudit support solide ; 

par un recepteur de I'analyte a, ledit recepteur etant marque- par un 
compose accepteur (Q) (recepteur-Q) de la luminescence du groupement L, pour 
former un complexe C entre ladite molecule (B) et ledit recepteur-Q ; 

2) la mise en contact du support solide obtenu a l'etape 1) avec un 
echantillon fluide susceptible de renfermer I'analyte a a detecter ; 

3) la mesure de l'intensite du signal emis par le groupement L qui est 
proportionate a la quantite d'analyte a present au sein de l'echantillon fluide ; et 

4) la regeneration du support solide par noise en contact dudit 
20 support solide avec du recepteur-Q. 

2. Precede selon la revindication I, caracterise par le fait que 
plusieurs types tripodes Y, differant les uns des autres par la nature de la molecule (B) 
qu'ils comprennent, sont fixes sur des zones distinctes et connues du support solide. 

3. Precede selon la revindication 1 ou 2, caracterise par le fait que 
les etapes 3) et 4) sont realisees en continu. 

4. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise par le fait que le support solide est choisi parmi les verres. les plastiques! 
les ceramiques, les metaux et les metalloi'des. 

5. Procede selon I 'une quelconque des revendications precedentes, 
caracterise par le lait que le support se presente sous la forme de tube, de capillaire. de 
plaque ou de bille. 
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6. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, 



caracterise par le fait que rechantillon fluide est constitue par de I'eau, un milieu 
biologique liquide ou un milieu liquide contenant des molecules gazeuses dissoutes ou 
provenunt d'echantillons solides. 



caracterise par le fait que l'intensite du signal emis lors de Petape 3) est effectuee par 
un detecteur de luminescence. 



caracterise par le fait que le complexe C forme a Tissue de 1'etape 1) de saturation est 
1 0 choisi parmi les complexes de formule (I) suivante : 



dans laquelle : 

- les fleches representent la structure du squelette du tripode Y qui 
est un bras de liaison constitue par une chaine peptidique, nucleotidique, glucosidique 

15 ou par une chaine hydrocarbonee lineaire ou ramifiee, saturee ou insaturee ; lesdites 
chaines ctant eventuellement substituees, interrompues et/ou temiinees par un ou 
plusieurs heteroatomes tels que N, O ou S et/ou par un ou plusieurs acides amines, et 
comportant trois fonctions chimiques reactives F|, F 2 et F : , ; 

- L represente un groupement luminescent lie de fa^on covalente au 
20 iripode Y par Tintemiediaire de la fonction chimique reactive Fj ; 

- B represente un analyte a, un analogue structurel d'un analyte a ou 
un fragment d'un analyte a sur lequel est fixe, de fa<?on non covalente et reversible, un 
rccepteur specifique de Panalyte a, ledit recepteur etant marque par un compose Q ; la 



5 



7. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, 



S. Procede selon Pune quelconque des revendications precedentes, 
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molecule (B) etanl liee de fagon covalente au tripocle Y par I'intermediaire de la 
fonction chimique reactive F 2 ; 

- Q represente un compose accepteur de la luminescence du 

groupement L ; 

- F 3 represente une fonction chimique reactive apte a permettre la 
fixation du tripode Y sur la surface du support solide. 

. 9. Procede selon la revendication 8, caracterise par le fait que les 
fonctions F|, F>, F 3 , independamment Tune de 1'autre; assurent : 

i) soit une liaison directe via une fonction chimique correspondante 
presente sur le compose luminescent, la molecule (B) ou la phase solide ; 

ii) soit une liaison indirecte, et dans ce cas, la liaison est realisee en 
couplant a Tune au moins des fonctions F h F 2 et/ou F 3 , une molecule M, apte a former 
un complexe avec une molecule M 2 prealablement fixee sur au moins une partie de la ■ 
surface de la phase solide, sur la molecule (B) et/ou sur le groupement luminescent. 

1 0. Procede selon la revendication S ou 9, caracterise par le fait que 
les fonctions F ( , F 2 et F 3 , identiques ou differentes, sont choisies parmi les fonctions 
thiols ; amines ; alcools ; acides ; esters ; isothiocyanates ; isocyanates ; acylazides ; 
chlorures de sulfonyle ; aldehydes ; glyoxals ; epoxydes ; oxiranes ; carbonates ; 
imidoesters ; carbodiimides ; maleimides ; nitriles, aziridines ; acryloyl ; les derives 
halogends ; les groupements disulfides ; phosphorus ; diazo ; carbonyldiimidazole ; 
hydrazides ; arylazides ; hydrazines ; diazirines ; magnesiens ; lithiens ; cuprates ;' 
zinciques et les systemes insatures. 

1 I. Procede selon la revendication 10, caracterise par le fait que les 
fonctions F,. F 2 et F } sont choisies parmi les fonctions amines de formule R-NH:*, 
(Rb-N, R-NH-OR et NH.-OR ; les fonctions alcool R-OH ; et les 
groupements haiogenes de formule R-X avec X representant un atome d'halogene ; 
etant entendu que dans lesdites formules R represente un radical alkyle, aryle, vinyle, 
ou allyle. 

12. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise par le fait que les groupements iuminescents sont choisis parmi la 
fluoresceine (tluoresceinate de sodium) et ses derives ; la rhodamine et ses derives ; le 
diaminidophenyl indo (DAPI) ; l'acridine ; les colorants fluorescents a amines 
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reactivcs ; les colorants fluorescents vendus sous les denominations commerciales 
BODIPY ® ; les colorants Cascade Blue, Cy2, Cy3, Cy3.5, Cy5, Cy5.5, Cy7, 
DABCYL® et EDANS® ; i'Eosine ; 1'Erythrosine, le 6-Fam et le Texas Red. 

13. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
5 caracterise par le fait que les recepteurs sont choisis parmi les anticorps sous forme 

entiere, fragmentaire ou recombinante, les recepteurs biologiques, les acides 
nucleiques, les acides peptidonucleiques, les Iectine, les proteines transporteuses, les 
chelates et les recepteurs synthetiques. 

14. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
10 caracterise par le fait que ledit recepteur presente une plus grande affinite pour 

I'analyte a que pour la molecule (B). 

15. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes. 
caracterise par le fait que le compose accepteur (Q) est choisi parmi la rhodamine et 
ses derives, les composes fluorescents cites a la revendication 12, des molecules non- 
15 fluorescences choisies parmi les composes vendus sous les denominations 

commerciales Black Hole Quencher ® 1, 2 et 3, Nanogold Particules ®, Eclipse Dark 
Quencher ©, Elle Quencher ®, le vert de malachite, et les colorants QSY ® 7, QSY ® 
9et QSY ® 21. 

16. Procede selon Tune quelconque des revendications 8 a 15, 
20 caracterise par le fait que les complexes de formule (T) sont choisis parmi les 

composes dans lesquels : 

i) (B) est choisi parmi les peptides, les proteines, les 
oligonucleotides, les sucres et les acides peptidonucleiques, 

ii) L est de la fluoresceine, et 

25 iii) le squelette du tripode Y est choisi parmi les structures Y\ a Yj 

SH 



<? h ^ <v,» y v, 

H:N >>C<ch 2 , p H2N -«chC<oh 2 » p 
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.(CH 2 )— COOH 
,0 n 

.O (CH 2 )-N=:C=:S 



(CH 2 ) / 



(Y 3 ) 



dans lesquelles n, m et p, identiques ou differents, sont des nombres 
entiers compris entre 1 et 20 inclusivement. 

17. Procede selon la revendication 16, caracterise par le fait que les 
structures Y| a Yj sont choisies parmi les composes de formules (Y'i) a (Y3) 
sutvantes : 





SH ' 



(Y* 2 ) 



COOH 



'COOH 
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COOH 
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N=C=S 



(r 3 ) 
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18. Complexes C de formule (I) tels que definis a Tune quelconque 
cles revendications 8 a 17. 

19. Utilisation d'au moins un complexe C de formule (I) tel que 
defini a Tune quelconque des revendications 8 a 16, dans un procede de detection en 
continu en phase heterogene d'un analyte a au sein d'un echantillon fluide. 



moins un analyte a dans un echantillon fluide, ledit dispositif etant caracterise par le 
fait qu'un echantillon fluide a analyser est integre dans un milieu formant un flux 
s'ecoulant sur au moins un support solide a la surface duquel est fixe au moins un 
tripode Y tel que defini a la revindication 1 et specifique de l'analyte a a detecter, un 
detecteur de luminescence dispose en regard du support solide est couple a une 
commande de vanne asservie a un seuil d'intensite de signal emis par le detecteur et 
qui declenche, pendant une duree determinee, Pouverture d'un reservoir renfermant 
un recepteur-Q apte a former mi complexe avec le tripode Y, ce reservoir etant relie au 
support par une boucle de retroaction qui debouche en amont du support solide sur 
lequel est fixe le tripode Y, afin de saturer et/ou regenerer ce dernier en recepteur-Q 
par passage dans le flux et complexation sur le tripode Y. 



rintensite de la luminescence sont monitorees et accessoirement traduites en quantite 
d'analyte a par un systeme de calcul couple au detecteur de luminescence. 



20. Dispositif de detection en continu en phase heterogene d f au 



21. Dispositif selon la revendication 20, dans lequel les valeurs de 
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COOH 




N=C=S 



(V 3 ) 



1 8. Complexes C caracterises par le fait qu'ils repondent a la formule 



(I) suivante : 





(I) 
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dans laquelle L, B, Q, les fieches et F,, F 2 et F 3 sont tels que definis 
k Tune quelconque des revendications 8 a 17. 

19. Utilisation d'au moins un complexe C de formule (I) tel que 
defini a l'une quelconque des revendications 8 a 16, dans un procede de detection en 
continu en phase heterogene d'un analyte a au sein d'un echantiUon fluide. 

20. Dispositif de detection en continu en phase heterogene d'au 
moins un analyte a dans un echantiUon fluide, ledit dispositif etant caracterise par lc 
fait qu'un echantiUon fluide a analyser est integre dans un milieu formant un flux 
s'ecoulant sur au moins un support solide a la surface duquel est fixe au moins un 
tripode Y tel que defini a la revendication 1 et specifique de Tanalyte a a d6tecter, un 
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22. Dispositif selon la revindication 20 ou 21, dans lequel un 
marqueur d'evenemertt est dispose dans la boucle de retroaction afin de signaler une 
variation de I'intensite du signal superieure a une valeur predeterminee. 

23. Dispositif selon Tune quelconque des revendications 20 a 22, 
5 dans lequel le support solide est un capillaire couple a Tenvironnement contenant 

I'echantillon a analyser, le couplage etant realise soit par 1' intermediate d'un ballon 
de capture oil Fechantillon barbote dans un milieu correspondant a celui du flux 
d'ecoulement, soit par P intermediate d'un conduit souple. 

24. Dispositif selon Tune quelconque des revendications 20 a 23, 
1 0 clans lequel le flux est entraine par la depression produite par une pompe, un piston, on 

equivalent. 

25. Dispositif selon Tune quelconque des revendications 20 a 24, 
caracterise par le fait qu'il est equipe d'un ballon de capture et d f un systeme de 
barbotage pemiettant de collecter des echantillons sous forme gazeuse et de solubiliser 

1 5 les constituants a detecter qu'ils renferment. 

26. Utilisation d'un dispositif tel que defini a Tune quelconque des 
revendications 20 a 25, pour detecter la presence d'un analyte a dans un milieu naturel 
ou industriel. 

27. Utilisation selon la revendication 26, caracterise par le fait que le 
20 dispositif est utilise en lacs, rivieres, piscines, usines, stations d'epuration, systemes de 

ventilation ou de climatisation. 
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d6tecteur de luminescence dispose en regard du support solide est couple a une 
cornmande de vanne asservie a un seuil d'intensite de signal emis par le detecteur et 
qui d^clenche, pendant une duree determinee, Pouverture d'un reservoir renfennant 
un recepteur-Q apte k former un complexe avec le tripode Y, ce reservoir etant relie au 
support par une boucle de retroaction qui debouche en amont du support solide sur 
lequel est fixe le tripode Y, afin de saturer et/ou regenerer ce dernier en recepteur-Q 
par passage dans le flux et complexation sur le tripode Y. 

21. Dispositif selon la revendication 20, dans lequel les valeurs de 
1'intensite de la luminescence sont monitorees et accessoirement traduites en quantite 
d'analyte a par un syst&ne de calcul coupl6 au detecteur de luminescence. 

22. Dispositif selon la revendication 20 ou 21, dans lequel un 
marqueur d'evenement est dispose dans la boucle de retroaction afin de signaler une 
variation de 1 'intensite du signal superieure a une valeur predeterminee. 1 

23. Dispositif selon Tune quelconque des revendications 20 k 22/ 
dans lequel le support solide est un capillaire couple a Penvironnement contenant' 
Pechantillon a analyser, le couplage etant realise soit par Pintermediaire d'un ballon 
de capture oix Pechantillon barbote dans un milieu correspondant a celui du flux 
d'ecoulement, soit par Pintermediaire d'un conduit souple. 

24. Dispositif selon Pune quelconque des revendications 20 & 23, 
dans lequel le flux est entraine par la depression produite par une pompe, un piston, ou 
equivalent. 

25. Dispositif selon Pune quelconque des revendications 20 a 24, 
caracterise par le fait qu ! il est equipe d'un ballon de capture et d'un systeme de 
barbotage permettant de collecter des echantillons sous forme gazeuse et de solubiliser 
les constituants k detecter qu'ils renferment. 

26. Utilisation d'un dispositif tel que defini a l'une quelconque des 
revendications 20 k 25, pour detecter la pr&ence d'un analyte a dans un milieu naturel 
ou industriel. 

27. Utilisation selon la revendication 26, caracterise par le fait que le 
dispositif est utilise en lacs, rivieres, piscines, usines, stations d'epuration, systemes de 
ventilation ou de climatisation. 





FIGURE 2 




FIGURE 4 



# 



3/4 



5000000 -1 



4000000 " 



3000000 " 



2000000 " 



F! 



0,1 A 



0,01 

an 



1 er Dosage 



Fl 



Fl 



Regeneration 



0,1 



0,01 

an 



2 eme Dosage 



FIGURE 5 



500000 1 



400000 



300000 " 



200000 



1 



FL FL 0 0.01 0.1 

Substance P (uM) 



FIGURE 6 



4/4 



500000 
400000 
300000 * 
200000 



I 



DOnQoODOOoQ 



FL 



Fb 



1 uM 



FIGURE 7 




F263S86.ST25.txt 
SEQUENCE LISTING 
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<120> PROCEDE DE DETECTION EN CONTINU D'UN ANALYTE ; REACTIF TRI FONCTTONNEL DE 
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<130> F263FR86 

<160> 2 

<170> Patentln version 3.1 
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1 5 10 
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<213> sequence artificielle 
<220> 

<221> MISC_FEATURE 
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<400> 2 

Lys Ser ser Lys Arg Pro Ala Pro Gin Gin Phe Phe Gly Ala Met 
1 5 10 15 
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